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論 文 内 容 要
?
生 体 内 に 診 け る グ ル ク ロ ン酸 抱 合 は 従 来 極 性 化,解 毒 あ る い は 不 活 性 化 と い う概 念 で 説 明 さ れ,抱
合 体 は す づ て 最 終 産 物 で あ る と考 え ら れ て き た 。 しか し な が ら あ る 種 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン で は 生 合
成,代 謝 を め ぐる 利 用,調 節 機 構 に 抱 合 の 関 与 す る 場 合 の あ る こ とが 示 さ れ,そ の 生 理 的 意 義 が 注 目
を あ び て い る 。 抱 合 型es.七rOgenは 相 互 に 物 理 的 性 状 が 酷 似 し,分 離,精 製 が 困 難 で あ る た め 今 日
な 澄 不 明 の 点 が 少 な か らず 残 さ れ て い る。
そ こ で 今 回 著 者 は 第4のeSbrog6nと して 近 年 そ の 生 理 作 用 が 注 目 さ れ て い る16-eplesb-
riolの グ ル ク ロ ン酸 抱 合 に つ い て検 討 を 試 み た 。 ま ず,標 品 と して 必 要 な3種 の16-ep1θ β 』
riolmOnoglucurOnideを 合 成 し,こ れ ら 異 性 体 相 互 の 分 離 条 件 を 確 立 した 。 つ い で 動 物 種
差 な ら び に 臓 器 差 を 明 ら か に す べ く ぬ り舜 γoに澄け る グル ク ロン酸 抱 合 の 様 相 を 精 査 し,さ ら に 妊 婦
尿 甲 に み ら れ る16-epieSbriolglucuroidθ の 検:索を 試 み た。
1.16-Epies肛iolMonoglucuronidesの ・合成
ま ず,16-oPie8しri。117-91ucuronidθ の 合 成 を お こ な つ た 。 出 発 原 料 の
estr。nθ σa)を3-be旦zyユe七herと し,イ ソ プ ロ ペ ニ ル ア セ テ ー ト と触 媒 量 の 濃 硫 酸 を
用 い てeロol.acθtatθ に 導 い た 。 っ い で 過 安 息 香 酸 で 処 理 して16α,17α 一ep。xideと な
し,こ れ を ア ル カ リで 開 裂 し て4種 のkθ 碕1の うち 最 も安 定 な17β 一hydrQxy-16-
kemne(4)を 得 た 。4を 無 水 ベ ン ゼ ン 甲 炭 駿 銀 の 存 在 下 ア セ トプ ロ ム グ ル ロ ン 酸 メ チ ル と 縮 合 さ
.せ ・11%の 収 率 で 皿・eLhy「(3-b…yl・xy-16一 ・x。・・ ㌻・&一1・3・5(・9)一t・i・n-
17!9-yユー2,3,4一 もrirb-acetyl一8-D一 一glucσpyranosid)uronaLe(5)を 製 した0
5を メ タ ノ ー ル ー ジ メチ ル ホ ル ム ア ミ ド甲 水 素 化 ホ ウ 素 カ リ ウ ム に て 還 元 し,ほ ぼ 定 量 的 に16β 一
hy(r6XY体(6a)を 得,つ い で 無 水 酢 酸 一 ピ リジ ン で ア セ チ ル 化 し16-acetate(6'b)
に 誘 導 した 。 さ ら に:Pd/0を 用 い る 搦 独還 元 に よ り脱 ベ ン ジ ル 化 し,meもhyl.(3-hydrQxy-
16.β一acθL・xye・.も・a-1,3,5(10)一t・ieR-17殉1-2,3,← も・i一碗ce吋:』 β一D-
ghcoPyr繊osid>uronaもe(7a)を 得 た 。7aを 緩 和 な 条 件 下 メ タ ノー ル で 処 理 して 一
挙 に 保 護 基 を は ず し 目 的 の3,16β 一dihydfoxyesbra-1,3,5(10)一Lrien-17戸 」
yエーβ一}一glucopy-r&.nosiduronicacid(8)の ナ ト リ ウ ム 塩 を 無 色 柱 状 晶(皿P>310(う
と して 得 た(CharL1)o
/
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17f9-acefoxy-16-ketone
を還 元 鋒 、16位水 酸 基 にgluCuronyl基 を 導 入 す る方 法 を 企 て た が 還 元 の と き にaCy1転 位 を 伴
な い1-6β,17β 一91ycolmonoacθ もaむeの 混 合 物 を 生 じ 両 者 の 分 離 が 困 難 な こ とが 明 ら
か と な つ た 。 そ こ で ア ル カ リに 安 定 な 保 護基 を 用 い る こ と と し,4をtθ 七rahydropyranyl
蕊hθr(i4)に か え た の ち,水 素 化 ホ ウ 素 カ リ ウ ム で 還 元 し そ16β 一hydroxy体(15)
に 誘 導 した 。 つ い で 前 述 同 様.15をKoenigs-K:norr反 応 に 付 し,得 られ る 縮合 成 績 体(16)
を 単離 す る こ と.なく酸 で 処 理 してtetrahydropyranyl基 を 除 去 しmebhyl・(3-benzyl一
。xy-17β→ 、yd・・xye・ もra-1,3 ,5(10)一L・..ien-16β一y』2,3,4一 む・i-0-
acθW1一!9-D-glucopyranosid)uronate(17a)を 製 した 。 さ ら に 接 触 還 元 に よ り 脱
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♂「ン ジ ル化 してmethy-1(3-hyd「oxy『17〆9『acetoxyesむ 「a一1 ,3,5(10)一 む「ien『
16β一yi-2,3,4-b・i-o-a・ θtyl一 β一D-glu・ ・PγranQsid)・・。naL・(噛8a)に か
え,こ れ を メ タ ノー ル 憐 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で処 理 し目的 とす る3,17β 一dエhydrQxyeSbra-1,
3・5(・ ・.)一・・i・・一16β一y・ 一β一D-9・ …py・a…id聖 。…a・id(i9)の ナ ト リ
ウ ム 塩 を 無 色 針 状 晶(血.p278-2810(dθcomP.))と して 得 た(Char。1) 。
残 る3-glucuronideは 以 下 の よ う な 経 路 に した が つ て 合 成 した 。4を 水 素 化 ホ ウ素 カ リウムで
還 元 し て16β,17β 一dihydrQxy体(20耳)と し,常 法 通 りdlace砲be(20b)に
導 い た の ち 脱 ベ ン ジ ル 化 して16一 θpiθsしriol16,17-diacebaむe(21b)を 製 した 。
21℃ は16-6Piesロiol℃riaceta℃ θ(2{c)を 含 水 メ タ ノ ー ル 甲 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム
で 部 分 水 解 す る こ と に よ つ て も得 られ た 。.21bを 前 述 同 様 炭酸 銀 の 存 在 下Koenigs-Knorr反
応 に 付 し3-glucurQnideaceしabe-meLhylesしer誘 導 体(22)を18%の 収 率 で
得 斥 。22を メ タ ノー ル 性 水 酸 化 ナ ト リウ ム で処 理 し 目的 とす る16β,17β 一dihy'むoxyeSも「a-
113,5(.10)一しriθn-3-yl一 θ一D-glucoPyranbsid.uronicacid(.2ろ)の ナ ト リ
OROR/
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ウ ム 塩 を皿P272-2.760(decomP.)の 無 色 柱 状 晶 と して 得 た(G五a..r.』亡2.)o.
2.16β 一HydrQxyeSしroneGlucurOnide誘 導 体 の 合 成
生 体 内 で16,17-ketQ工9!ucurQnideが16-ePiesbriolglucuronide
の 前 駆 物 質 に な り 得 る か 否 か は 抱 合 の 生理 的 意 義 と も関 連 して 興 味 あ る 課 題 で あ る ◎ そ こ で 著 者 は
16,17-kebol体 の グ ル ロ.ン酸 抱 合 さ ら に16-epiesもri。lglucuronideへ の 変
換 の 可 能 性 を 検 討 す る 目的 で標 品 の 合 成 を 試 み た 。
ま ず,2を 出 発物 質:と し四 酢 酸 鉛 で 酸 化 し七 得 ら れ る16β 一acθLOxy-17-kebOnθ
㌔(24a)を 緩 和 な 条 件 下 弱 ア ル ヵ リで 脱 ア セ チ ルfヒし16β 一hydroxy-i7-kθ 魯onθ
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(24b)を 製 したQ24わ をKoeni.gs-Knorr反 応 に 付 し26%の 収.率で25を 得,脱 ベ ン ジ
ル化 し て26に 導 い た 後 ・常 法 通 リ ア セ チ ル 化 しmθthyl(3-ac3toxy-17-oxoesLrar
1.,3・5(10)一b・ien-16β一yl-2,3・4-b・i-0-acθ むyl一β一P-91uc・Py・an・ ・id)一
ur・naむe(27)を 製 した 。 つ ぎに24aを 脱 ベ ン ジ ル 化 して28に 導 き,Berns㈲inら の 方
へ
法 に 準 じ て 炭 酸 カ ドミ ゥ ム を 触 媒 とす るKoenigs-Knorr反 応 に 付 し,目 的 とす る 皿eLhy1
(16β一acθ むQxy-17-oxoθ.sむra-1,3,5,(10)一Lrien-3-yl-2,3,4一 もri一嗣)一
aGetyl一 β・一D-gluc。pyranosid)urQnaLθ(29)を 比 較 的 好 収 量 で 得 た 。 一 方,
24aの 水 素fピア ル ミニ ウ ム リ千 ウ ム還 元 に よ り得 ら.れる16β,17β 一glycol(20a)を
K:oenigs-Knorr反 応 に 付 し反 応 成 績 体 をpreρarabiveT玉cに よ り分 離 して一 挙 に6a
お 奉 び 唱7aを 得 る こ と が.でき た 。 こ れ らは ク ロ ム 酸 酸fヒに よ りそ れ ぞ れ5.診 よ び25に 誘 導 され る
こ とか ら構 造 が 確 認 さ れ た(Char匂3)o.. ロ
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316『EpieSL「iolGlUcuronidθ の 生 合 成
1D
16-EPiesしriolMono9!ucuronideの ク マ ト グ ラ フ 的 挙 動
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3種 の16-epiesしriolglucurQnideに つ い てTLG診 よ びP:PGに.よ る 分 離 条 件
を 種 々検 討 した 。 そ の 結 果TLCで は ク ロ ロ ホ ム/イ ソ プ ロパ ノ ー ル/ギ 酸(15:5:4),ま
・たP .Pσで は イ ソ プ 』 ピ ル ェ ー テ ・・/berト ブ 〃 一 ・レ/濃 ア ン モ ニ ァ 水/水(4:6:3:8)
に よ りそ れ ぞ れ3者 良 好・な分 離 を 示 した 。
iD16-EpieSちriolGユucuエQnideの 生 合 成
薬 物,異 物 あ る い は ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン の グル ク ロ ン 酸 抱 合 で はUD:PGAのgluρurOnyl基
が ミ ク ロ ゾ ー ム 画 分 に 局 在 す る むraasferaSeに よ ク 受 容 体 に 転 移 す る が9ユUcuronyユ 基 転
杉 の 様 相 ぽ 受 容 体,あ る い は 動 物 種,臓 器 に よ り異 な る こ と が 知 られ て い る 。 著 者 は この よ うな 観
点 か ら16一 θpie8。rioヱ を 基 質 に 用 い4種 の 動 物(モ ル モ ツ ト,家 兎,ラ ッ ト,ヒ ト)の 肝 澄
よ び 腸 管 に 澄 け るglucurOnideの 生 合 成 を 検 討 した。
動 物 肝 倉 よ び 腸 管 を(L25Msucroseで ホ モ ジ ネ ～ ト とな し,10,000×9で30min,'さ
らに105,000×9で120min遠 沈 し ミ ク ・ ゾ ー ム画 分 とそ の 上 清 を 得 た 。 そ れ ぞ れ に5H一
・6一 ・Pi・ …i。 ・,UDPGA,D一 一9…a・ 。一 ・,4-1・ …n・ 診 よ びSδ ・g・ 聯
buffer(PH7.4)を 加 え37。 で1hrイ ン キ ユ ベ ー ト した 。
TablejComparisonofAbilityofFourSpeciesLiverto
ConJugate16-Epiestriol
Species
ConjugalionFra
ccion
PosiもiOnRaもe(%)
HydrolysisRate(%)
工nh(一)工nh(+)
guineaPig
Rabbiむ
Rat
Man
?
?
?
?
?
?
?
?
3
3
3
3
16
160r17
16
16
88.6
s.2
87.7
4.9
8.2
7.2
22.9
8.8
86.4
84.2
105.1
90.8
zs.i
87.0
95.5
89.6
7.3
14.3
iz.s
18.9
39.7
37.9
14.3
15.4
M:Mic「osome,S:9uPe「na℃ant,工nh:工nhibiLor
除 た ん 白 後,濾 液 を 濃 縮,Ambθr!iteXAD-2resinを 用 い る カ ラ ム ぞ ロ マ ・トグ ラ フ イ
ー に 付 し ,水 洗 後40%お よ び90%エ タ ノ「 ル で 順 次 溶 出 した040%エ タ ノ ー ル 溶 出 の
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91UCurOnide画分はその一 部を とり放 射活性を測定 して抱合率を求め,ま たTLσ 標 品との
比較に より同定 した。 さらにこれ をacebaむe一皿θ協ylθs℃ θr誘 導体に導 き逆同位体希釈
法によりその構造を確認 した。他:方抱合体 をβ『glucuronidaSe水解に付 し ・導離 した16一
θpiθs℃rio■ をTLGで 同 定 す る と と も に 常 法 通 りtriacθ 七a℃θ に 導 き逆 同 位 体 希 釈 法 に
よ つ て 確 め た 。 ま た 同 時 に 酵 素 水 解 をD-glucarO-1,4-laC。Oneの 共 存 下 お こ な つ た と
ころ β 一glucuronidaseの 阻 害 が 明 らか に 認 め られ β 一glucuronoside結 合 の 生 成 が
確 認 さ れ た 。 以 上 の 結 果,動 物 種,臓 器 あ る い は 細 胞 下 分 画 に よ り16一 θpiθsもriolの
g1"curOnylaUOnに 顕 著 な 差 異 が 認 め られ た(TableI)。
iiD妊婦 尿 甲16-EPiesむriolGlucUronidθ
妊 婦 尿 甲esじrogeユ の 消 長 は 胎 児 胎 盤 系 の 機 能 状 能 を 知 る 診 断 指 標 の一 つ と して 古 くか ら:重要
視 さ れ て い る 。 しか しそ れ らの 性 状 に つ い て は 今 日 な 細 不 明の 点 が 多 い 。 尿 甲esしrOgenの う ち
妊 娠 末 期 に 著 し く増 量 す るestriolに つ い て はNeemanら に よ り16-glucuro込ideが ,
ま たLadan:rに よ り3-glucuronideが 単 離 さ れ,構 造 が 証 明 さ れ て い る。 他 のesLro-
gen抱 合 体 はestriolに 比 して そ の 排 泄:量が 少 な く,ま た 物 理 的 性 質 も近 似 す る た め 従 来 そ の
精 査 は 困 難 と され て き た 。 そ こ で 著 者 は 臨 床 分 析 化学 的 研 究 の 一 環 と し て 妊 婦 尿 甲 に 排 泄 さ れ る
16一 θpiθs町iolglucuronideの 単 離 と構 造 の 解 明 を 試 み た。
妊 婦 尿(3.5-38週)37Zを 集 め,ま ずAmOerliしeXAD-2resinを 用 い る カ ラ
ム ク ロ マ トグ ラ フ イ ー に 付 した 。 水,90%メ.タ ノ ー ル で 順 次 溶 出 し,90易 メ タノ ー ル溶 出 画
分 を 濃 縮 後,PH4.0に 調 整 し,n一 ブ タ ノ ー ル で 抽 出 した 。 つ い で 得 られ た 粗 抽 出 物 を
臼ePhadexG-25を も ち い る ゲ ル 濾:過に 付 し水 で 溶 出 した 。 各 フ ラ ク シ ヨ ン はK。ber反 応 に
よ りesLro9θnを 比 色 定 量 す る一 方.,β 一glUcUroniaasθ 永 解 に 付 し遊 離 す る16-
ePies甘iQlを 指.標に 目 的 の 代 謝 産 物 を 追 跡 した 。SephadexG-25の ゲ ル 濾 過 に よ る
精 製 を くり 返 した 後,lprθpara℃iveTLGに 付 し標 品 の16-epiθsしri。191ucu一
}oniaeに 相 当 す る画 分 をn一 ブ タ ノ ー ル で 溶 出 した 。 こ の 溶 出物 に つ い て 前 述 の条 件 下 丁 丑 σ
を 澄 こ な い 標 品 との 直 接 比 較 の 結 果16-glucurOnideで あ る こ と が 明 ら か とな つ た 。 ま た,
一 部 を ジ ア ゾ メ タ ン で メ チ ル 化 後 ,『H-Ac20お ・よ.びピ リジ ン で ア セ チ ル 化 してacb毛atθ こ
皿ethy'lesLe「 に 誘 導 し,逆 同 位 体 希 釈 法 に ょ っ て16-epiesもri。116_glucu_
ronideで あ る こ と を 確 認 した 。
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審 査 結.果 の 要
?
グルク ロン酸抱合体は古 くか ら解毒,あ るいは不活性化 とい う概念 で説明され,glUCUroniαe
はすべて最終産 物である と考 えられ て きた。 しか し,最 近,生 理挿性 を もつス テロづドホルモンでは
生合 成,輸 送,配 分 あるいは代謝 に抱合 が積極的に関一与 し,利 用調節機構の一端をになつている場合
のあることが示 され 多大の注 目をひくにいたつている。estrOgen代謝に澄いてもク伽クロソ酸抱合の
果す役割が示唆 され るが,従 来この種の研究は標品の得難い ことがその進展上一つの大 きな隆路 とな
って きた。本研究は この ような観点か らclassicestrogθnについで近年 とみに重要視 されて
い る16-epiestriolのグ ・ク ロン酸抱合を有機生物化学的に検討 した ものである。
まず,標 品 として必要な3種 の16-epiestriolmQnoglucuronidθの合成 を試 みた。
ノ
e8trORe3-benzylθt11θrを 出 発 原 料 と して16,17-ketQl体を製 し;ア セ トプ ロム グ ル ク
ロy酸 メチ ル と のK:oeRigs-K:nOrr反 応 を行 な いD環 ケ トン を 還 元 した の ち縮 合 成 績 体 の 保 護 基
を 順 次 除 去 し16一 お よ び17-glucuronidθ を 得 た 。 一 方16-epiestriO116,17一
αiaCetateに 同 様KOenigs-KnOrr反 応 を 試 み3-glucuronideを 製 した 。 っ い で16β 一
11y・d,roxアー17-kθtone16-glueuroロideの 合 成 を 試 み た が そ の 際16-epiestriol
3-benzylethθ τ に 直 接K:oenigs-Knorr反 応 を 行 な っ た と こ ろ16一 澄 よび17-g■ucu-
roロideが 一 挙 に 得 られ る こ と が 判 明 した 。
これ ら3種 の16-epiestriolmonoglucuronidθ は 相 互 に 物理 的 性 状 が 酷 似 す る が,
べ 一 パ ー な らび に 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 種 々 検 討 し,相 互 に 弁 別 し得 る 条 件 を 確 立 した 。
ρ ぎに16-epiθstriolを 受 容 体 と す る91ucurony'ltransfθrase・ の 種 な ら び に 臓
器 特 異 性 を 検 討 した 。 す な わ ち4種 の 動 物(モ.ル モ ツ ト,家 兎,ラ ツ ト,ヒ ト)の 肝,腸 管 の ミ ク ロ
ゾ ー ム 画 分 な ら び に105,000×9上 清 画 分 と3H-16-epiθstriolをUD:PGAの 存 在 下 イ ン
キ ユ ベ ー ト し ・グ ル ク ロ ン 酸抱 合 の 様 相 を 比 較 したoそ の 結 果 グ ル ク ロン 酸 の 結 合 位 置 に 顕 著 な 動 物
種 差,臓 器 差,細 胞 下 分 画 の 差 が 観 察 さ れglUCUr。ny■transferaseの 多様 性 が認め られ た 。
さ らに妊 婦 尿中 に排 泄 さ れ る16-epieotriol91u.curonideに つ い七精 査 した。す なわ ち大 量 の
妊 婦 尿 を 各 種 ク ロマ トグ ラフ ィー に 付 し,Kober反 応 と β一91ucuronidase水 解 の 結 果 を 指 標
と して 目的 の9加CUronideを 分 離 精 製 した 。 こ の もの は 標 品 と 直 接 ク ロ マ トグ ラ フ 的 挙 動 を 比
較 す る と と もに メチ ル エ ス テ ル 化 後3H一 無 水 酢 酸,ピ リ ジ ン でaCθtate一 皿ethγlestθrに
導 き逆 同 位 体 希 釈 法 に よ り,16-gIUCUr。nideで あ る ～二と を確 認 した 。
以 上 本 論 文 は16-epiθstriol皿onoglUcuroni己e関 連 化 合 物 を化 学 的 に合 成 し,そ れ ら.
標 品 を 指漂 と して9■UCUronア1'transfθraSθ の 多様 性 を 明 ら か に す る と と もに 妊 婦 尿中 に ユ6噸
g■u◎uronidθ の 存 在 す る こ とを 証 明 した もの で あ り臨 床 分 析 化 学 の 進 展 に 寄 与 す る 所 甚 だ 大 と
考 え られ る 。 よつ て 学 位 を 授 一与 す る に 充 分 値 す る もの と認 め る。
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